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(54) Titre : MUTANTS DE LA PROTEINE TAT DU VIRUS VIH-1 

(57) Abstract: The invention relates to the use of a protein mutation method for preparing detoxified and immunogenic mutants of 
the wild-type HTV-1 virus Tat-protein. The invention also relates to a method for preparing detoxified and immunogenic mutants of 
the wild-type HTV-1 virus Tat-protein, comprising a first step in which wild-type Tat-protein mutants are prepared, a second step in 
which detoxified mutants having no transcellular activity but an altered nuclear localization are screened, and a third step in which 
immunogenic mutants capable of inducing antibodies directed against both said mutants and the wild Tat protein are screened. Steps 
two and three are reversible. 

(57) Abrege : Uinvention concerne notamment T utilisation d'un procSde" de mutation de proline, pour la preparation de mutants 
d6toxifi6s et immunogenes de la prot&ne Tat de type sauvage du virus VTH-1. Uinvention concerne egalement un procSde de prepa- 
ration de mutants d6toxiftes et immunogenes de la proteme Tat sauvage du virus VIH-1 caracteris6 en ce qu'il comprend une etape 
de criblage des mutants detoxifies caracteris6s par une absence d' activity transcellulaire et une alteration de la localisation nucteaire, 
et une etape de criblage des mutants immunogenes caractens6s par leur capacity a induire des anticorps diriges a la fois contre lesdits 
mutants et la proline Tat sauvage, Tordre des deux demieres Stapes pouvant etre inverse\ 
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MUTANTS DE LA PROTEINE TAT DU VIRUS VIH-1 

La pr6sente invention a pour objet des mutants de la proteine Tat du virus VIH-1 
et une composition pharrnaceutique, notamment un vaccin, comprenant au moins un 
desdits mutants. 

Le virus VIH est V agent etiologique du SIDA. Le VIH appartient k la famille des 
r6trovirus humains (Retroviridae) et k la sous-famille des lentivirus. Parmi les deux 
types de VIH (VIH-1 et VM-2), le VLH-1 est le plus cytopathique et le plus prevalent 
dans le monde entier, en particulier dans les pays occidentaux. L'infection par VIH-1 est 
accompagnee d'un dysfonctionnement immunitaire precoce chez les etres humains 
infectes par le virus. 

Comme les autres retrovirus, VIH-1 a des gfenes qui codent pour des prot6ines 
structurelles du virus. Le gene gag code pour la proteine qui forme le core du virion, 
incluant l'antig&ne p24. Le gene pol code pour les enzymes responsables de la 
transcription inverse (transcriptase inverse) et de Pintegration (integrase). Le g£ne env 
code pour les glycoproteins d'enveloppe. Toutefois VIH-1 est plus complexe que les 
autres retrovirus et contient six autres genes (tat 9 rev, nef 9 vif 9 vpr et vpu) qui codent 
pour des proteines impliquees dans la regulation de T expression des genes du virus. Le 
genome du VIH-1 comprend egalement les LTR 5* et 3' (Long Terminal Repeat) qui 
comprennent des 616ments de regulation impliques dans V expression des g&nes du virus. 

In vivo. Tat est une piroteine necessaire pour la replication du VIH-L La ou les 
fonction(s) de Tat dans la transcription ont grandement et6 6tudi6e(s) et il est maintenant 
k peu pres clair qu'im des roles principaux de Tat est la regulation de la transcription k 
partir du LTR 5 ' . Tat est un activateur de la transcription par trans-activation du LTR 5 
via sa fixation a la s6quence TAR en meme temps qu'& d' autres facteurs cellulaires, 
avec pour resultante une augmentation de la transcription virale et de l'&ongation. La 
trans-activation du LTR par la proteine Tat est essentielle a la fois pour Fexpression des 
g^nes et la replication du virus. La trans-activation du promoteur viral par la proteine 
Tat (17,18) permet la production k grande echelle d'ARN messagers viraux dont le 
transfert dans le cytoplasme est sous la dependance d'une autre proteine de regulation, 
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la proteine Rev. Tatm Rev r6gulent l'expression du VDH-l (Tj^a proteine Tat est 
secr6tee par les cellules infectees par le VTH-1. Une fois a rext6rieur de la cellule, elle 
est capable d'Stre internalisee par des cellules voisines (9, 14), infect6es ou non, pouvant 
ainsi induire des modifications de l'&at d'activation de lymphocytes T non infectes. Elle 
est done directement impliqu6e dans la progression du SID A et probablement dans des 
pathologies associees au SID A, comme le sarcome de Kaposi. 

* La proline Tat complete est composee de 101 acides amin6s, les residus 1-72 
etant codes par un premier exon et les r6sidus 73-101 etant cod6s par un deuxi&ne exon. 
La proteine Tat est fortement conservee. Une forme tronquee de 86 acides amines, qui 
ne correspond pas k la forme native, existe dans quelques souches de laboratoire 
obtenues apr&s passages en culture. Cette forme tronquee est due k Fintroduction d'un 
codon stop k la position 87 pendant les passages en culture, mais plus de 90% des 
proteines Tat etudi6es maintiennent la configuration de 101 acides amines. Bien que les 
acides amines 87-101 pourraient ne pas contribuer grandement a la propagation ex vivo, 
leur conservation dans les isolats naturels de VIH-1 qui se repliquent est une indication 
de leur importance biologique. La proteine Tat native de VIH-1 de 101 acides amines 
est composee de cinq domaines physiques, mais le mecanisme mol6culaire par lequel 
elle agit n'est pas encore complement 61ucid6. Brievement, ces cinq domaines sont 
d6crits dans la publication de Jeang, K. T et al. (18). Dans cette publication, le domaine 

1 correspond aux acides amines 1-20 riches en r6sidus acides, le domaine 2 correspond 
aux acides amines 21-40 riches en residus cysteine (7 residus cyst6ines parmi lesquels 6 
sont trfes fortement conserves), le domaine 3 correspond aux acides amines 41-48 qui 
contient le motif RKGLGI commun £ VIH-1, VEH-2 et SIV^, le domaine 4 correspond 
aux acides amines 49-72 et contient un motif basique RKKRRQRRR et le domaine 5 
correspond aux acides amin6s 73-101 et comprend un motif RGD. Le r61e du domaine 1 
n'est pas encore elucidS. II a seulement ete montre que des changements d'un seul acide 
amine au niveau de ce domaine etaient bien toleres et n'alteraient pas la fonctionnalit6 
de la proteine Tat. Une hypothese 6mise est que le domaine 1 pourrait etre imphque . 
dans la trans-activation. Le changement de six cysteines parmi les sept dans le domaine 

2 abolit la fonctionnalite de la proteine Tat. Ce domaine est important pour la 
transactivation. Le role du domaine 3 n'est pas 61ucid6. Le domaine 4 conf&re les 
propri6tes de fixation de Tat k TARN TAR et est important pour la localisation 
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nucl6aire ainsi que pour le transport transcellulaire de la proteine Tat. Le domaine 5 
serait egalement implique dans le transport transcellulaire de la proteine Tat. 

Dans la description detaill6e de l'invention qui va suivre, les presents inventeurs 
sont partis de la sequence de la souche ACH320.2A.2.1 (n° d' accession NCBI U34604) 
et ont affin6 la notion de domaines telle que donn6e dans la publication de Jeang, K.T et 
al. (18). Ainsi et en reference k cette souche particulifere, dans la presente invention le 
domaine 1 correspond aux acides amines 1-21 (role non 61ucide), le domaine 2 
correspond aux acides amines 22-37 (implique dans la trans-activation), le domaine 3 
correspond aux acides amines 38-48 (r61e inconnu) et le domaine 5 correspond aux 
acides amines 73-101 (transport transcellulaire). Dans le domaine 4 correspondant aux 
acides amines 49-72, c'est le peptide 49-57 qui est important pour la fixation k PARN 
TAR, pour la localisation nucleaire et pour le transport transcellulaire de Tat (1 8). 

La mise au point d'un vaccin contre le VIH-1 est attendue au niveau mondial. 
Chez les patients infectes par le VIH-1, une reponse immune contre Tat et Rev est 
seulement detectee chez les personnes pour lesquelles l'infection ne progresse pas en 
SDDA. (26). Plusieurs etudes de vaccination utilisant Tat et/ou Rev dans le module 
animal VIS ont montre une protection partielle ou complete contre l'infection (4-6, 21). 
Cependant, la transposition directe de ces protocoles de vaccination chez l'homme n'est 
pas possible. II a entre autres 6t6 montre que Tat a des effets toxiques in vitro (19, 22). 
Ces effets toxiques comprennent (i) la deregulation de signaux cellulaires impliques 
dans Tapoptose (28, 30), (ii) la deregulation de l'expression de parties de genes du 
systfeme immunitaire tel que le gdne codant pour rinterleukine-2 (29),. ou de genes 
codant pour les molecules du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (CMH) de classe I 
(16), et/ou (iii) Induction d'angiogenese (1, 2, 20). La proteine Tat doit done Stre 
detoxifiee avant d'etre utilis6e comme antig&ie vaccinal. Une 6quipe a choisi de 
detoxifier la proteine Tat par inactivation chimique (10). Cependant, une telle 
inactivation ne. peut etre effectuee que dans l'optique de l'utilisation de prolines 
recombinantes comme antigdnes vaccinaux. Afin de pouvoir utiliser la proteine Tat sous 
forme d'acide nucleique dans un vecteur recombinant, vivant ou non, seule une 
detoxification g<§n6tique pourra 8tre envisag6e. Les presents inventeurs ont done choisi 
d' explorer cette voie pour la detoxification de la proteine Tat, par mutagen&se dirigee, 
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pour permettre son milisation 4 la fois comme sous-unit6 proteique vaccinale et/ou 
comme une partie d'un vecteur de vaccination. 



La pr6sente invention concerne l'utilisation d'un proc6d6 de mutation de prot&ne, 
pour la preparation de mutants d6toxifi.es et immunogenes de la proteine Tat de type 



sauvage. 



Par "mutants 11 de la proteine Tat de type sauvage, on ddsigne les mutants obtenus 



Par "mutants d6toxifies de la prot6ine Tat de type sauvage", on d6signe une 
proteine Tat ne presentant plus les effets toxiques suivants : 

• lorsqu'elle est secretee par une cellule infectee, la proteine Tat est toxique sous 
forme exogene sur les cellules non infect6es par le VTH-1, par sa capacite k induire une 
signalisation cellulaire par fixation k des r6cepteurs de surface, et sa capacite k Stre 
internalisee par des cellules non infectSes et transportee vers le noyau de la cellule 
cible ; 

• de fa9on exogene et endogene, la proteine Tat va se localiser dans le noyau de 
la cellule cible et induire la regulation de l'expression de g&nes cellulaires, pouvant 
impliquer les proprietes transactivatrices ou le domaine 5 de la proteine Tat. 

Par "mutants immunogenes de la proteine Tat de type sauvage", on designe un 
mutant capable d f induire la production d' anticorps apres injection a un animal module, 
ces anticorps ayant la capacit6 de r6agir a la fois avec le mutant de la proteine Tat mais 
aussi avec la prot&ne Tat sauvage. 

L'invention concerne Sgalement un proc6de de preparation de mutants detoxifies 
et immunogenes de laprot6ine Tat sauvage caract6rise en ce cju'il comprend : 

— une etape de pr6paration de mutants de la prot6ine Tat de type sauvage, 
notamment par mutation de Pacide nucleique codant pour la proteine Tat de type 
sauvage, 

— une 6tape de criblage des mutants detoxifies caracteris6s par une absence 
d'activite transQellulaire et une alt6ration de la localisation nucleaire, et eventuellement 
par une absence d' activity transactivatrice, et 

— une 6tape de criblage des mutants immunogenes caracteris6s par leur capacite a 

induire des anticorps dirig6s k la fois contre lesdits mutants et la proteine Tat sauvage, 

■. 

l'ordre des deux derni&res etapes pouvant Stre inverse. 



par substitution ou remplacement d'un ou plusieurs acides amines. 
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L' absence d'activit6 transcellulaire egalement d£signe une absence de transport 
transcellulaire et peut etre detectee dans une lign6e cellulaire 6tablie par Tabsence 
d' activation du promoteur viral de la construction LTR-gene rapporteur, par exemple 
celui de la Chloramphenicol Acetyl-Transferase (CAT), dont 1' expression est sous la 
dependance du promoteur viral (LTR) dans une lign6e cellulaire etablie (31), apres mise 
en contact de ces cellules avec un mutant de la proline Tat produit de fa9on exog^ne, 
par exemple par une autre lignee cellulaire que celle contenant le gene rapporteur sous 
la dependance du LTR viral (32). 

L' alteration de la localisation nucteaire peut etre definie comme la presence de la 
proteine Tat dans le compartiment cytoplasmique de cellules transferees par des acides 
nucleiques codant pour les mutants de la prot6ine Tat sauvage, par exemple dans les 72 
heures suivant la transfection, et peut etre d6tect6e soit par microscopie optique apres 
transfection de lignees cellulaires par les acides nucl6iques codant pour les mutants de la 
prot6ine Tat par des techniques d'immunomarquage du produit de ces genes, soit par la 
detection apres transfection du produit de la traduction d'acides nucleiques contenant le 
gfene codant pour un mutant de Tat fusionne au gene codant pour une proteine 
autofluorescente comme la proteine EGFP (33, 34). 

L'absence d'activite transactivatrice correspond a Fabsence d'activation du 
promoteur viral et peut Stre detectee par 1' absence d' expression d'un gene rapporteur, 
par exemple celui de la Chloramphenicol Acetyl-Transferase (CAT), dont 1' expression 
est sous la dependance du promoteur viral (LTR) dans une lign6e cellulaire etablie, 
apr&s transfection de cette lignee par des acides nucleiques codant pour les mutants de la 
proteine Tat sauvage (3 1). 

L'invention conceme egalement un mutant d6toxifie et immunog&ne de la 
proteine Tat du virus VIH-1 caract6ris6 en ce qu'il comporte au moins deux mutations 
dans les regions 4 et/ou 5 de la proteine Tat de type sauvage, et en ce que, lorsque la 
mutation est dans la region du domaine 4, elle est dans la partie delimits de l'acide 
amin6 en position 49 a Tacide amine en position 57, et en ce que, lorsque la mutation 
est dans le domaine 5, elle est soit dans le motif RGD, soit dans la r6gion 88-92, de 
preference en positions 89 et/ou 92, les mutations etant des mutations par substitution 
d ! un acide amin6 par un autre. 
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Un mutant avantageux selon la pr6sente invention est un mutant tel que d6fini ci- 
dessus, caracterise en ce qu'il comporte au moins une mutation dans la region 4. 

L'invention conceme 6galement un mutant tel que defini ci-dessus, caracteris6 en 
ce que les mutations dans les domaines 4 et/ou 5 sont susceptibles de conterer Tune au 
moins des proprietes suivantes : 

- P abrogation de Peffet transcellulaire de la proline Tat de type sauvage, 

- P alteration de la localisation nucleaire de la proline Tat de type sauvage. 
L'invention conceme un mutant tel que d6fini ci-dessus, caracterisS en ce qu'il 

comporte une mutation additionnelle susceptible de conterer une perte de Pactivite 
transactivatrice de la prot6ine Tat de type sauvage. 

Une proteine Tat utilisable comme antigdne de vaccination devra done remplir le 
plus grand nombre des criteres suivants : 

- abrogation de Peffet transcellulaire de Tat (domaine 4 et/ou 5) 

- alteration de la localisation nucleaire de Tat (domaine 4) 

- perte de Pactivite transactivatrice (domaine 2) 

- maintien de Pantig6nicite de la prot6ine (4 ou 5 mutations maximum, modifiant 
le moins possible les Epitopes CTL) 

Selon un mode de r6alisation avantageux, la presente invention conceme un 
mutant tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il comporte une mutation dans la 
region N-terminale du domaine 4 de la proteine Tat de type sauvage, notamment dans la 
partie delimitee de Pacide amnte en position 49 k Pacide amin6 en position 57. 

Un mutant avantageux selon Pinvention est un mutant tel que defini ci-dessus, 
caracterise en ce qu'il comporte une mutation dans la region N-terminale du domaine 4 
de la. proteine Tat de type sauvage dans la partie delimitee de Pacide amine en position 
49 k Pacide amin6 en position 55. 

Un mutant avantageux selon Pinvention est un mutant tel que defini ci-dessus, 
caracteris6 en ce qu'il comporte une mutation dans Pune au moins des regions suivantes 
dans le domaine 5 de la proteine Tat de type sauvage : 

- le motif RGD, 

- la r6gion 88-92, de preference en positions 89 et/ou 92. 

Un mutant avantageux selon Pinvention est un mutant tel que d6fini ci-dessus, 
caracterise en ce qu'il comporte une mutation dans le domaine 2 de la proteine Tat de 
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type sauvage, notamment le remplacement de Tune quelconque des cysteines, 
avantageusement par une s6rine. 

L'invention conceme egalement un mutant tel que defini ci-dessus, caract6ris6 en 
ce qu'il comporte Tune au moins des mutations suivantes : 
5 - remplacement en position 27 d'une cysteine par une serine, 

- remplacement en position 5 1 d'une lysine par une threonine, 

- remplacement en position 52 d'une arginine par une leucine, 

- remplacement en position 55 d'une arginine par une leucine, 

- remplacement en position 57 d'une arginine par une leucine, 
10 - remplacement en position 79 d'une glycine par une alanine, 

- remplacement en position 89 d'une lysine par une leucine, 

- remplacement en position 92 d'un acide glutamique par une glutamine. 
L'invention conceme 6galement un mutant tel que defini ci-dessus, caracterise en 

ce qu'il est choisi par les mutants pr6sentant deux mutations telles qu'indiqu6es ci- 
15 apres, chacune des mutations etant representee par un triplet : lettxe-chiffre-lettre, dont 

le chiffre indique la position de 1' acide amin6 mute, la lettre precedant le chiffre 
correspond a l'acide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre 
correspond k l'acide amin6 rempla?ant l'acide amine precedant le chiffre : 



20 



25 



30 



K51T-R52L 


(SEQIDNO : 


2) 


K51T-R55L 


(SEQ ID NO : 


3) 


K51T-R57L 


(SEQIDNO: 


4) 


K51T-G79A 


(SEQ ID NO : 


5) 


K51T-K89L 


(SEQ ID NO : 


6) 


K51T-E92Q 


(SEQ ID NO : 


7) 


R52L-R55L 


(SEQ ID NO : 


8) 


R52L-R57L 


(SEQIDNO: 


9) 


R52L-G79A 


(SEQIDNO: 


10) 


R52L-K89L 


(SEQIDNO: 




R52L-E92Q 


(SEQIDNO: 


12) 


R55L-R57L 


(SEQIDNO : 


13) 


R55L-G79A 


(SEQ ID NO : 


14) 


R55L-K89L 


(SEQIDNO : 


15) 
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R55L-E92Q (SEQ ID NO : 16) 

R57L-G79A (SEQ ID NO : 17) 

R57L-K89L (SEQ ID NO: 18) 

R57L-E92Q (SEQ ID NO : 19) 

G79A-K89L (SEQ ID NO : 20) 

G79A-E92Q (SEQ ID NO : 21) 

K89L-E92Q (SEQ ID NO : 22) 
Un mutant avantageux selon la presente invention est un mutant tel que defini ci- 
dessus, caracterise en ce qu'il est choisi parmi les mutants suivants : 

K5 1T-R55L (SEQ ID NO : 3) 

R52L-R55L (SEQ ID NO : 8) 

R52L-G79A (SEQ ID NO : 10) 

R55L-R57L (SEQ ID NO : 13). 

G79A-K89L (SEQ ID NO: 20) 
L'invention conceme egalement un mutant tel que defini ci-dessus, caracteris6 en 
ce qu'il est choisi par les mutants presentant trois mutations telles qu'indiquees ci-apres, 
chacune des mutations etant repr6sentee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, dont le 
chiffre indique la position de l'acide amine mut6, la lettre pr6cedant le crnffre 
correspond k l'acide amin6 sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre 
correspond a l'acide amin6 rempla9ant l'acide amin6 prec6dant le chif&e : 



C27S-K51T-R52L 


(SEQ 


ID 


NO: 


23) 


C27S-K51T-R55L 


(SEQ 


ID 


NO: 


24) 


C27S-K51T-R57L 


(SEQ 


ID 


NO: 


25) 


C27S-K51T-G79A 


(SEQ 


ID 


NO: 


26) 


C27S-K51T-K89L 


(SEQ 


ID 


NO: 


:27) 


C27S-K51T-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO: 


28) 


C27S-R52L-R55L 


(SEQ 


ID 


NO: 


:29) 


C27S-R52L-R57L 


(SEQ 


ID 


NO 


: 30) 


C27S-R52L-G79A 


(SEQ 


ID 


NO 


: 31) 


C27S-R52L-K89L 


(SEQ 


ID 


NO 


: 32) 


C27S-R52L-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO 


:33) 


C27S-R55L-R57L 


(SEQ 


ID 


NO 


: 34) 
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C27S-R55L-G79A (SEQ ID NO : 35) 

C27S-R55L-K89L (SEQ ID NO : 36) 

C27S-R55L-E92Q (SEQ ID NO : 37) 

C27S-R57L-G79A (SEQ ID NO : 38) 

C27S-R57L-K89L (SEQ ID NO : 39) 

C27S-R57L-E92Q (SEQ ID NO : 40) 

C27S-G79A-K89L (SEQ ID NO : 41) 

C27S-G79A-E92Q (SEQ ID NO : 42) 

C27S-K89L-E92Q (SEQ ID NO : 43) 

La presente invention concerne egalement un mutant tel que defini ci-dessus, 
caracterisd en ce qu'il est choisi parmi les mutants suivants : 

C27S-K51T-R55L (SEQ ID NO: 24) 

C27S-R52L-R55L (SEQ ID NO : 29) 

C27S-R52L-G79A (SEQ ID NO : 3 1) 

La presente invention concerne un mutant tel que d6fini ci-dessus, caract6rise en 
ce qu'il est choisi par les mutants presentant quatre mutations telles qu'indiqudes ci- 
apres, chacune des mutations etant repr6sentee parun triplet : lettre-chiffre-lettre, dont 
le chiffre indique la position de l'acide amin6 mute, la lettre precedant le chifrre 
correspond a l'acide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chifrre 
correspond a l'acide amine remplacant Tacide amine pr6cedant le chifrre : 

C27S-K51T-R52L-G79A (SEQ ID NO : 44) 

C27S-K51T-R52L-K89L (SEQ ID NO : 45) 

C27S-K51T-R52L-E92Q (SEQ ID NO 46) 

C27S-K51T-R55L-G79A (SEQ ID NO : 47) 

C27S-K51T-R55L-K89L (SEQ ID NO : 48) 

C27S-K5 1T-R55L-E92Q (SEQ ID NO : 49) 

C27S-K51T-R57L-G79A (SEQ ID NO : 50) 

C27S-K51T-R57L-K89L (SEQ ID NO : 51) 

C27S-K5 1T-R57L-E92Q (SEQ ID NO : 52) 

C27S-K5 1T-G79A-K89L (SEQ ID NO : 53) 

C27S-K51T-G79A-E92Q (SEQ ID NO : 54) ' 

C27S-K51T-K89L-E92Q (SEQ ID NO: 55) 
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C27b-R52L-G79A-K59JL 


(oJcsq jjlj jnu . 


C/T\ 
DO J 


C27S-R52L-G79A-E92Q 


(o-tSQ 1LJ JNU . 


:>/) 


C27S-R52L-K89L-E92Q 


(oiiQ ID JNU . 


Do) 


C27S-R52L-R55L-G79A 


/ct?n tp* tot* • 




C27S-R52L-R55L-K89L 


/OTJ/"""\ TT\ XT/A - 

(oJiQ JLD JNU . 


ov) 


C27S-R52L-R55L-E92Q 


(oliQ *-D JNU . 


01) 


C27S-R52L-R57L-G79A 


(SEQ ID NU : 


oZ) 


C27S-R52L-R57L-K89L 


/riT7/^\ TTv "XT/A , 

(SEQ ID NU : 


: 63) 


C27S-R52L-R57L-E92Q 


(SEQ ID NU : 


: o4) 


C27S-R55L-G79A-K89L 


/0T7O TT"\ TvT/~\ , 

(SEQ ID NU : 


. /CCA 

: 65) 


C27S-R55L-G79A-E92Q 


(SEQ ID NU : 


: oo) 


v^oto nrrT t/oht "nrvoA 

C27S -R5 5L-K8 9L-E92Q 


SOT2f~\ TTA XT/A 
(bEQ ID NU 


. 07) 


C27S-R55L-R57L-G79A 


(SEQ ID NU 


: oo) 


C27S-R55L-R57L-K89L 


(SEQ ID NU 


: o9) 


C27S-R55L-R57L-E92Q 


(SEQ ID NO 


: 70) 


C27S-R57L-G79A-JK189L 


(SEQ ID NO 


:71) 


C27S-R57L-G79A-E92Q 


(SEQ ID NO 


:72) 


C27S-R57L-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO 


:73) 


C27S-G79A-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO 


:74) 



Un mutant avantageux selon la presente invention est caracterise en ce qu'il est 
choisi parmi les mutants suivants : 

C27S-K51T-R55L-G79A (SEQ ID NO : 47) 

C27S-K51T-R55L-K89L (SEQ ID NO / 48) 

C27S-K5 1T-R55L-E92Q (SEQ ID NO : 49) 

C27S-R52L-R55L-G79A (SEQ ID NO : 59) 

La pr6sente invention conceme un mutant tel que d6fini ci-dessus, caracterise en 
ce qu'il est choisi par les mutants pr6sentant cinq mutations telles qu'indiquees ci-apr&s, 
chacune des mutations 6tant representee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, dont le 
chiffre indique la position de Tacide amine mute, la leftre precedant le chiffre 
correspond k Tacide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre 
correspond k Tacide amine rempla^ant Tacide amine precedant le dhiffre : 

C27S-K5 1T-G79A-K89L-E92Q (SEQ ID NO : 75) 
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C27S-K51T-R52L-R55L-G79A 

C27S-K51T-R52L-R55L-K89L 

C27S-K5 1T-R52L-R55L-E92Q 

C27S-K5 1T-R52L-R57L-G79A 

C27S-K5 1T-R52L-R57L-K89L 

C27S-K5 1T-R52L-R57L-E92Q 

C27S-K5 1T-R52L-G79A-K89L 

C27S-K5 1T-R52L-G79A-E92Q 

C27S-K5 1T-R52L-K89L-E92Q 

C27S-K51T-R55L-R57L-G79A 

C27S-K5 1T-R55L-R57L-K89L 

C27S-K51T-R55L-R57L-E92Q 

C27S-K51T-R55L-G79A-K89L 

C27S-K5 1T-R55L-G79A-E92Q 

C27S-K51T-R55L-K89L-E92Q 

C27S-K5 1T-R57L-G79A-K89L 

C27S-K5 1T-R57L-G79A-E92Q 

C27S-K5 1T-R57L-K89L-E92Q 

C27S-R52L-R55L-R57L-G79A 

C27S-R52L-R55L-R57L-K89L 

C27S-R52L-R55L-R57L-E92Q 

C27S-R52L-R55L-G79A-K89L 

C27S-R52L-R55L-G79A-E92Q 

C27S-R52L-R55L-K89L-E92Q 

C27S-R52L-R57L-G79A-K89L 

C27S-R52L-R57L-G79A-E92Q 

C27S-R52L-R57L-K89L-E92Q 

C27S-R52L-G79A-K89L-E92Q 

C27S-R55L-R57L-G79A-K89L 

C27S-R55L-R57L-G79A-E92Q 

C27S-R55L-R57L-K89L-E92Q 

C27S-R55L-G79A-K89L-E92Q 



• PCTYFR03/00051 

(SEQIDNO:76) 
(SEQIDNO:77) 
(SEQIDNO:78) 
(SEQIDNO:79) 
(SEQIDNO: 80) 
(SEQIDNO:81) 
(SEQIDNO:82) 
(SEQIDNO: 83) 
(SEQIDNO: 84) 
(SEQIDNO: 85) 
(SEQ ID NO : 86) 
(SEQIDNO: 87) 
(SEQIDNO : 88) 
(SEQIDNO: 89) 
(SEQ ID NO: 90) 
(SEQIDNO: 91) 
(SEQ ID NO: 92) 
(SEQ ID NO: 93) 
(SEQ ID NO: 94) 
(SEQ ID NO : 95) 
(SEQ ID NO : 96) 
(SEQIDNO : 97) 
(SEQ id NO: 98) 
(SEQ ID NO : 99) 
(SEQ ID NO : 100) 
(SEQ ID NO : 101) 
(SEQ ID NO : 102) 
(SEQIDNO: 103) 
(SEQ ID NO : 104) 
(SEQIDNO: 105) 
(SEQ ID NO : 106) 
(SEQIDNO: 107) 
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C27S-R57L-G79A-K89L-E92Q (SEQ ID NO : 108) 

Un mutant avantageux selon l'invention est un mutant tel que defini ci-dessus, 
caracterise en ce qu'il est choisi panni les mutants suivants : 

C27S-K51T-R55L-G79A-K89L (SEQ ID NO : 88) 

C27S-K51T-R55L-G79A- E92Q (SEQ ID NO : 89) 

La presente invention conceme 6galement des sequences nucl6otidiques codant 
pour Tun des mutants tels que d6finis ci-dessus. 

La pr6sente invention conceme egalement les lignees cellulaires transferees avec 
une sequence nucleotidique de Finvention. 

L'invention conceme 6galement des anticorps dirig6s contre Tun des mutants tels 
que definis ci-dessus, et ne reconnaissant pas le domaine Dl de la proteine sauvage. 

De tels anticorps sont selectionn6s en testant et en eliminant ceux qui possedent 
une affinite pour un peptide correspondant au domaine Dl de Tat , contenant au moins 
la sequence EPVDPKLEPWKHPGS(residus 2-16 ), par exemple dans un test au format 
Elisa. 

Les anticorps selon Tinvention reconnaissent ou non la proteine sauvage. 

Une classe avantageuse d ! anticorps selon Tinvention comprend les anticorps tels 
que definis ci-dessus, reconnaissant la proteine sauvage. 

Les anticorps selon Finvention sont des anticorps polyclonaux ou monoclonaux. 

Les anticorps polyclonaux susmentionnes sont obtenus par immunisation d'un 
animal avec au moins un mutant selon Tinvention, suivie de la recuperation des 
anticorps recherch6s sous forme purifiee, par prelevement du serum dudit animal, et 
separation desdits anticorps des autres constituants dd serum, notamment par 
chromatographic d'affinite sur une colonne sur laquelle est fix6e \m antigene- 
specifiquement reconnu par les anticorps, notamment un mutant selon Tinvention. 

Les anticorps monoclonaux selon Tinvention peuvent etre obtenus par la technique 
des hybridomes dont le principe general est rappele ci-aprfes. 

Dans un premier temps, on immunise un animal, gen6ralemerit une souris, (ou des 
cellules en culture dans le cadre ^immunisations in vitro) . avec \m mutant selon 
Tinvention, dont les lymphocytes B sont alors capables de produire des anticorps contre 
ledit mutant. Ces lymphocytes producteurs d ! anticorps sont ensuite fiisionnes avec des 
cellules myelomateuses ,, immortelles ,t (murines dans Texemple) poux dormer lieu a des 
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hybridomes. A partir du melange het6rog&ne des cellules ainsi obtenu, on effectue alors 
une s61ection des cellules capables de produire un anticorps particulier et de se 
multiplier ind6finiment Chaque hybridome est multiplie sous la forme de clone, chacun 
conduisant k la production d'un anticorps monoclonal dont les propriet6s de 
reconnaissance vis-a-vis du mutant de Tinvention pourront Stre test6es par exemple en 
ELISA, par immunotransfert en une ou deux dimensions, en immunofluorescence, ou a 
l'aide d'im biocapteur. Les anticorps monoclonaux ainsi selectiounes, sont par la suite 
purifies notamment selon la technique de chromatographic d'affinite decrite ci-dessus. 

La pr6sente invention conceme 6galement une composition pharmaceutique, 
notamment vaccin, contenant a titre de substance active l'un au moins des mutants tels 
que d6finis ci-dessus ou Tune au moins des sequences nucleotidiques telles que definies 

ci-dessus, place sous le controle d' elements necessaires a une expression constitutive de 

l'un des mutants tels que d6finis ci-dessus ou Tun au moins des anticorps tels que 

d6finis ci-dessus, en association avec un vehicule phannaceutiquement appropriS. 

Bien entendu, Thomme du m6tier detenninera facilement la quantit6 de mutant a 

utiliser en fonction des constituants de la composition pharmaceutique. 

La presente invention conceme egalement une composition diagnostique pour la 

detection et/ou la quantification du virus VIH-1 comprenant au moins un mutant tel que 

defini ci-dessus, ou au moins un anticorps tel que defini ci-dessus. 

Bien entendu, Thomme du metier d6terminera facilement la quantity de mutant k 

utiliser en fonction de la technique diagnostique utilisee. 

L'invention conceme 6galement un proced6 de detection et/ou de quantification 

du virus VTH-1 dans uri echantillon biologique pr61ev6 chez un individu susceptible 

d'Stre infecte par le VIH-1, tel que plasma, serum ou tissu, caract6ris6 en ce qu'il 

comprend les 6tapes consistant a : 

- mettre en contact ledit echantillon biologique avec une composition 
diagnostique comprenant un mutant tel que defini ci-dessus ou un anticorps tel que 
d&Bni ci-dessus, dans des conditions predeterminees qui permettent, s'il y a lieu, la 
formation de complexes anticorps/antigfene(s) entre le mutant susd6fini et des anticorps 
diriges contre la proline Tat de type sauvage ou entre les anticorps susd6finis et la 
proteine Tat de type sauvage, et 

- detecter et/ou quantifier la formation desdits complexes par tout moyen 
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appropri6. 



Les proc6des de detection et/ou de quantification du virus sont mis en oeuvre k 
l'aide de techniques classiques bien connues de rhomme du m6tier et on peut titer, k 
titre d'illustration, les blots, les techniques dites sandwich et les techniques de 
competitions. 

L'invention conceme egalement l'utilisation d'au moins un mutant tel que defini 
ci-dessus ou d'au moins un anticorps tel que d6fini ci-dessus pour le diagnostic in vitro 
du virus VIH-1 dans un echantillon ou pr61evement biologique. 

L'invention concerne egalement l'utilisation d'au moins un mutant tel que defini 
ci-dessus ou d'au moins un anticorps tel que defini ci-dessus pour la preparation d'une 
composition vaccinale. 

Les Inventeurs ont ainsi montre que pour les utilisations precipes, il etait 
necessaire d'effectuer au moins une mutation au niveau du domaine 4 et/ou au moins 
une mutation au niveau du domaine 5 de la proline Tat. lis ont obtenus par mutagenese 
dirigee des mutants de la prot&ne Tat qui ont ensuite 6t6 selectionnes en fonction de 
leurs proprietes. Les mutants retenus sont choisis parmi les mutants presentant au moins 
une des mutations suivantes : K51T (remplacement en position 51 d'une lysine par une 
threonine au niveau du domaine 4), R52L (remplacement d'une arginine par une leucine 
en position 52 dans le domaine 4), R55L (remplacement d'une arginine par une leucine 
en position 55 dans le domaine 4), R57L (remplacement d'une arginine par une leucine 
en position 57 dans le domaine 4), G79A (remplacement d'une glycine par une alanine 
en position 79 dans le domaine 5), K89L (remplacement d'une lysine par une leucine en 
position 89 dans le domaine 5) et E92Q (remplacement d'tui acide glutamique par une 
glutamine en position 92. dans le domaine 5). Tous les positionnements en acides amines 
decrits ci dessus et par la suite sont donnes en reference a la sequence complete de 101 
acides amines de la souche ACH320.2A.2.1. L'invention a pour objet les mutants 
pr6cites. Mais l'invention conceme egalement des mutants presentant deux mutations au 
niveau du domaine 4 de la proteine Tat. Ces mutants "doubles" sont selectionnes parmi 
les mutants K51T-R55L, R52L-R55L, R52L-G79A, R55L-R57L et G79A-K89L. Les 
inventeurs ont ensuite montre qu'en associant ces doubles mutations dans le domaine 4 
a une mutation suppl6mentaire C27S dans le domaine 2 (remplacement d'une cysteine 
par une serine), ils obtenaient des resultats tr6s satisfaisants. Ainsi, l'invention englobe 
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egalement un mutant choisi paimi les "triple" mutants C27S-K51T-R55L, C27S-R52L- 
R55L et C27S-R52L-G79A. De pr6f6rence, le mutant choisi est le mutant C27S-K51T- 
R55L. Enfin, ils ont prouv6 qu'un "quadruple" mutant associant au moins une mutation 
dans le domaine 2, deux mutations dans le domaine 4 et au moins une mutation dans le 
domaine 5 presentait d'excellentes performances pour l'obtention d'une proteine Tat 
non toxique. Le "quadruple" mutant est choisi parmi les mutants C27S-K51T-R55L- 
G79A, C27S-K51T-R55L-K89L, C27S-K51T-R55L-E92Q et C27S-R52L-R55L- 
G79A. De preference, le mutant choisi est le mutant C27S-K51T-R55L-G79A. 



DESCRIPTION DES FIGURES 



La Figure 1 repr6sente une repr6sentation sch6matique de la technique de 
mutagenese ponctuelle dirigee par PCR. 

La Figure 2 represente Palignement de la sequence prot6ique de la proteine Tat de 
la souche ACH320.2A.2.1 (SEQ ID NO : 1) et des sequences prot&ques des proteines 
Tat mutees de Tinvention. 

Les Figures 3 a et 3b correspondent a un diagramme representant la capacite 
transactivatrice de ACH320.2A.2.1 ou de ses mutants. Les resultats repr6sentes pour 
chaque construction correspondent k la moyenne de deux exp6riences ind6pendantes. 
Dans la figure 3a, la colonne NT (non transfecte) represente l'activit6 basale de la 
construction LTR-CAT. ■ ' f 

L'axe des ordonn^es represente le facteur multiplicatif de transactivation. 

Les Figures 4a et 4b representent la localisation intracellulaire de la construction 
ACH320.2A.2.1 ou de ses mutants. 

La Figure 5 represente la capacite de transduction de la construction 
ACH320.2A.2.1 ou de ses mutants. Les valeurs indiqu6es correspondent k la moyenne 
de deux exp6riences ind6pendantes. La ligne de coupure a 6t6 determinee en calculant 
la moyenne + 3 SD (deviation standard) du pourcentage de transactivation mesure pour 
pEGFP. 
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Les colonnes blanches correspondent a Tine co-culture 293T/HL3T1 et les 
colonnes noires k la transfection des cellules HL3T1. 

L'axe des ordonn6es correspond au pourcentage de transactivation par rapport k 
ACH320.2A.2.1 sauvage. 

La Figure 6 represente une methode suppl&nentaire de criblage des lignees 
cellulaires exprimant les mutants de l'invention (d6crites dans l'exemple 5). 

Le Tableau 1 repr6sente les oligonucleotides utilises pour la mutagen&se dirig6e 
parPCRdeTat 

EXEMPLE 1 : Construction de FADN mute codant pour la proteine Tat 
mutee. 

Un fragment de l'ADNc de 306 paires de bases correspondant au deux exons du 
gene Tat du type sauvage de l'isolat ACH320.2A.2.1 de VIH-1 (11,12) est mut6 en 
utilisant un kit PCR commercial (Clontech) et les amorces nucl6otidiques dScrites dans 
le tableau 1. Le principe de la mutagenese dirig6e ponctuelle par PCR est decrit k la 
figure 1. 

Comme montre sur la figure 1, a partir de l'ADNc du gene tat sauvage, on 
effectue deux PCR de fa9on independante avec une amorce situee a l'extremite (E5' ou 
E3') et une amorce interne situee dans le g&ie et portant la mutation souhaitee (M3' et 
M5\ respectivement) (premier cycle de la PCR). On melange alors les deux produits de 
PCR de fa?on equimolaire et on effectue un deuxi&me cycle^de PCR avec des amorces 
d'extremite contenant les sites de restriction EcoRI en 5' et Sail en 3\ On obtient ainsi 
les ADNc mut6s k Tendroit d6sire. 

Ce principe a et6 utilise pour tous les mutants sauf pour les mutations K89L et 
E92Q. Pour ces demieres les nucleotides devant etre mut6s etaient localises k proximite 
d'une des extremit6s de l'ADNc, permettant une mutagenese dirig6 par PCR semi 
nichee directe en utilisant pour le premier cycle de PCR respectivement les paires 
d'amorces suivantes : E57K89L (M3 9 ) et E5 , /E92Q (M5'). 

Le double mutant R52L-R55L, a 6te g6n6re en utilisant les amorces pour 
mutagenese simple suivantes contenant les deux mutations : 



R52L-R55L (M5 5 )' 
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5 ' -GGC AGGAAGCTTAGACAGCTGCGAAGATC-3 9 
R52L-R55L (M3') 

5 '-GATCTTCGCAGCTGTCTAAGCTTCTTCCTGCC-3 9 

Le double mutant R52L-G79A a et6 obtenu en utilisant comme matrice PADNc 
du mutant G79A et comme pake d' amorces la paire R52L (M5') / R52L (M3') pour la 
mutagenese dirigee par PCR. 

Le double mutant G79A-K89L a 6te g6nere par PCR semi nichee en utilisant 
comme matrice PADNc du mutant G79A et la paire d' amorces E5' / K89L (M3') pour 
le premier cycle de PCR. 

Le triple mutant C27S-K51T-R55L (STL) a ete obtenu en utilisant PADNc du 
double mutant K51T-R55L comme matricfe et une paire d' amorces C27S (M5') / C27S 
(M3 ') pour la mutagenese dirigee par PCR. 

Le triple mutant C27S-R52L-G79A a 6te obtenu en utilisant comme matrice 
PADNc du mutant R52L-G79A et comme paire d'amorces la paire C27S (M5') / C27S 
(M3 ') pour la mutagenese dirigee par PCR. 

Le quadruple mutant C27S-K51T-R55L-G79A (STLA) a ete gener<§ en utilisant 
PADNc de STL comme matrice et les amorces G79A (M5') / G79A <M3') pour la 
mutagenese. 

Tous les premiers cycles de PCR ont ete realises en utilisant 0,5 \ig de plasmide, 
0,2ng/ml de chacune des amorces dans les conditions suivantes : lx94°C 5' lx[94°C T 
50°C T 72°C 4'] 25x[94°C V 50°C 1' 72°C 4 9 ] lx72°C 5'. 

La paire d'amorce EcoRI / Sail a ete utilis6e pour le second cycle de toutes les 
mutageneses dirigees par PCR, excepte pour les mutants 4t52L, R55L et le. double 
mutant R52L-R55L, pour lesquelsP amorce Sail 3' a et6 remplac6e par Pamorce E6854. 
Dans tous les cas le second cycle a et6 r6alis6 en utilisant les m§mes conditions que pour 
le premier cycle et 0,5^ des produits de PCR 5' et 3' des premiers cycles (figure 1). 
Une bande de 323 paires de bases a et6 cr66e et a ensxrite et6 liee dans le plasmide 
pCR2.1-Topo (Invitrogen, K4500-40) selon le protocole du fabricant pour creer les 
constructions pCR-TEX. 

Les clones positifs ont 6te ensuite selectioimes aprfcs s6quen9age automatise en 
utilisant le DyeTerminator sequencing mix (nom commercial) sur le s6quenceur 
automatique 377X (Applied Biosystems). L'analyse des sequences a 6te faite en 
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utilisant le logiciel MacVector 7.0 (Oxford Molecular). Parmi toutes les constructions 
s6quencees, toutes contenaient uniquement la mutation desir6e, sauf l'un des clones 
derive du produit PCR-R55L, qui montrait une mutation supplementaire K->T a la 
position 51. Ce double mutant K51T-R55L a ete done conserv6 pour une analyse 
supplementaire, et le mutant simple K51T a 6t6 genere en utilisant les amorces K51T 

(M5')etK51T (M3'). 

Les fragments EcoRI-Sall ou EcoRI-EcoPJ des constructions pCR-TEX ont ete 
sous clonds dans un vecteur eucaryote pEGFP-C2 (Clontech) dans lequel le mutant Tat 
est fusionn6 en position C-terminale avec EGFP (Enhanced Fluorescent Green Protein). 
II a 6t6 montre auparavant que la fusion de l'EGFP a Tat n'altere pas la capacite 
transactivatrice de Tat, ni sa localisation cellulaire (25). Les etapes de clonage ont 6te 
realisees dans Escherichia coli (E. Coli) DH5a selon les techniques standards de 
biologie moteculaire (23). Les constructions pEGFP-TEX, dans lesquelles l'expression 
de la proteine de fusion est sous le contrSle du promoteur du Cytomegalovirus (CMV) 
ont 6t6 obtenues et criblees par sequencage automatique pour les clones positifs. Les 
sequences en acides amines des clones positifs qui ont ete selectionnes sont representees 
a la figure 2. L'ADN de ces clones a et6 amplifie, purifie en utiUsant le kit Nucl6obond 
AX (nom commercial) (Machferey-Nagel), selon les instructions du fabricant. 

EXEMPLE 2 : Capacity de trans-activation des mutants Tat. 

Pour etudier la capacit6 trans-activatrice des proteines de fusion EGFP-Tat, la 
lign6e cellulaire HL3T1 a ete utilisee. Cette lignee est un derive de cellules HeLa, 
transfect6 de mani&re stable avec un g^ne de la Chloramphenicol Acetyl Transferase 
(CAT) sous la dependance du promoteur viral de VTH-1 (LTR) (8). Un jour apres 
ensemencement de 2,5x1 0 5 cellules HL3T1 dans des plaques de 6 puits, les cellules ont 
6te transfect6es avec 2 ug des constructions pEGFP-TEX en utilisant le Mt Exgen 500 
(commercialism par Euromedex) selon le protocole precoms6 par le fabriquant. Apr^s 48 
heures a 72 heures de culture, les cellules ont 6t6 trypsinis6es et la quantite de cellules 
transfectees a et6 estim6e par microscopie de fluorescence. L'equivalait de 1,5x10 s 
cellules fluorescentes a et6 lyse dans lOOjil de Tris 0,01M-EDTA InM-NaCL 150mM 
(TEN) et soumis i une 6tape de cong61ation/d6cong61ation avant traitement pendant 20 
minutes a 65°C. La mesure de l'activit6 CAT a 6te ensuite reafrs6e dans un essai 
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d'extractidn de phases, comme pr6c6demment decrit (24). Brievement, 70ul de lysats 
cellulaires ont 6t6 incubes pendant 2 heures a 37°C avec 130nl du melange reactionnel 
CAT (Tris-HCl pH=7,5 150mM, EDTA 0,2nM, NaCl 30mM, Butyryl Coenzyme A 
0,3mg/ml, glycerol 3%, D-^eo-[dicmoroacetyl-l- l4 C]chloramphenicol 0,08uCi). Le 
m61ange r6actionnel a ensuite ete extrait en utilisant 400ul d'un m61ange de pristane 
(2,6,10,14-tetramethylpentadecane) etde xylene a un rapport volume/volume de 2 :1. La 
radioactivite a et6 mesuree sur 300ul de la phase organique r6sultante en utihsant un 
compteur & scintillation. 

Les figures 3a et 3b montrent qu'aucune des mutations simples ne permet a elle 
seule de d6truire completement Pactivit6 trans-activatrice de la proteine Tat de 
ACH320.2A.2.1, sauf pour le mutant C27S. Le mutant R55L ne modifie pas de maniere 
tres significative l'activit6 trans-activatrice de Tat de ACH320.2A.2.1. Mais cette 
mutation combinee avec Tune des mutations K51T ou R52L montre une inhibition tres 
significative de l'activit6 trans-activatrice de Tat. Cette inhibition est totale pour les 

triple et quadruple mutants STL et STLA. 

EXEMPLE 3 : Localisation intracellulaire des prolines de fusion Tat-EGFP. 

Le domaine basique de Tat est responsable de la localisation nuclSaire de Tat. 
Certaines des mutations qui ont et6 construites affectent ce domaine basique. Aussi, les 
inventeurs ont voulu identifier les mutations qui affectaient la locahsation intracellulaire 
de Tat. Apres ensemencement de 2,5x10 s cellules HL3T1 sur des lamelles de 
microscopie, les cellules ont ete transferees avec 2ug de chaque construction pEGFP- 
TEX en utilisant le kit Exgen 500 (commercialis6 par Eurbmedex) selon le protocole 
pr6conise par le fabriquant. Apres 1, 2 ou 3 jours les lamelles sont recuperees et fix6es 
avec du paraformald6hyde 4% avant observation sur microscope a fluorescence 
Axioplan 2 (nom commercial) (Zeiss). Comme montr6 k la figure 4a ou b (A et B) et 
comme cela a deja ete d6crit (25), la proteine de fusion Tat-EGFP de type sauvage 
montrait une locahsation nucleaire au bout de 3 jours de culture. Les simples mutations 
de Tat n' affectaient pas cette locahsation (figure 4a, C a H), ni la double mutation 
R52L-R55L (figure 4a, 1), R52L-G79A (figure 4b, C), G79A-K89L(figure 4b, D), ni le 
triple mutant C27S-R52L-G79A (figure 4b, E). Cependant, la combinaison K51T-R55L 
ou des mutants multiples la contenant (STL, STLA) montraient a la fois une locahsation 
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nucleaire et cytoplasmique de la proteine Tat-EGFP au 3 hm * jour (figure 4a, J a L), alors 
que le signal 6tait strictement nucl6aire au l er et 2 feme jour suivant la transfection. II 
semble done que le signal de la localisation nucl6aire de Tat est discontinu et contient au 
moins les residus K51 et R55, mais pas R52. 

EXEMPLE 4 : Activity transcellulaire des mutants Tat. 

Differentes etudes ont montre que le nombre total de residus basiques dans le 
doinaine basique de Tat joue un role dans la capacite de la proteine Tat, secr6tee par des 
cellules infectees et presente dans le milieu extracellulaire, k Stre internalisee par des 
cellules non infectees, ph6nomene egalement appeie transduction. Les inventeurs ont 
evalue la capacite de transduction des constructions contenant des mutations dans ce 
domaine basique. Un essai de co-culture a ete effectue entre des cellules productrices et 
des cellules effectrices. Les cellules 293T ont ete transferees avec 3 jag des 
constructions pEGFP-TEX en utilisant la technique au phosphate de calcium (23). 24 
heures apres la transfection, les cellules 293T transferees ont 6te trypsinees et co- 
cultivees avec 2,5x10 s cellules HL3T1 pendant 48 heures supplementaires en presence 
de 100pM chloroquinine. Les cellules ont ensuite ete recoltees et lys6es dans du TEN 
avant Evaluation de Pactivite CAT, comme decrit precedemment. Parce que ce systeme 
depend k la fois de Tefficacite de la transduction et de Tactivite trans-activatrice, les 
inventeurs sont partis du postulat qu'un changetnent drastique dans la capacite de 
transduction se traduirait par une difference significative entre Tactivite mesuree apres 
transfection directe et Tactivite mesuree apres co-culture, par rapport k un contrSle 
positif standardise. C est la raison pour laquelle toutes les ddnnees sont representees en 
pourcentage de Tactivite trans-activatrice de la proteine de type sauvage de l'isolat 
ACH320.2A.2.1 et que les donnees obtenues k partir de la transfection des cellules 
HL3T1 et la co-culture des cellules 293T/HL3T1 sont compar6es pour chaque 
construction. Co mm e montre a la figure 5, la mutation R55L n'alt^re pas de mani&re 
significative la capacite de transduction de la prot&ne. La mutation R52L diminue de 
nianiere significative la capacite de transduction de la proteine (diminution de 5 fois de 
Tactivit6 CAT entre les cellules HL3T1 transferees avec cette construction et les 
cellules HL3T1 co-cultivees avec les cellules 293T exprimant pEGFP-TEX-R52L). Le 
double mutant R52L-R55L montre une perte complete de sa capacite de transduction, 
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comme montre par le bruit de fond de Tactivit6 CAT mesuree apres co-culture. Les 
r6sultats obtenus a la fois avec les mutants R52L et R52L-R55L plaident en faveur du 
fait que la capacity de transduction de Tat est corr61ee avec le nombre de r6sidus 
arginine dans le domaine basique (27). II semblerait que le r6sidu R55 est moins 
important pour la capacite de transduction de Tat que le residu R52, Done, la 
localisation des residus arginine pourrait aussi jouer un role dans le mecanisme complet 
de la transduction. 

EXEMPLE 5 : Clonage de lignees cellulaires transfectSes avec les sequences 
nucleotidiques de Pinvention. 

De nombreux tests fonctionnels de la regulation de g&ies cellulaires par la 
proteine Tat du VIH-1 impliquent Tutilisation de lignees cellulaires exprimant de fafon 
constitutive cette proteine. Les Inventeurs ont done etabli des lignees cellulaires 
exprimant les differents mutants de la proteine Tat. Pour ce faire, des cellules HeLa ont 
6te ensemenc6es k 2,5 x 10 5 cellules par puits d'une plaque 6 puits puis transferees le 
lendemain avec 2 jag d'ADN codant pour les divers mutants de Tat en utilisant le reactif 
Exgen 500 (commercialise par Euromedex). Afin d'effectuer un clonage biologique de 
ces lignees transfect6es, les cellules ont ete trypsinees et comptees 3 jours apres 
transfection, puis ensemencees a une concentration de 3 k 30 cellules par puits dans des 
plaques 96 puits a fond plat, a raison de 3 a 5 plaques 96 puits par transfection (pour un 
total de 288 k 480 puits par transfection). La culture en plaque 96 puits a alors ete 
effectuee pendant 15 jours en presence de 500 jig/ml de gen6ticine (Geneticine Sulfate, 
Gibco-BRL). Apres 15 jours, les puits dans lesquels les celliiles etaient encore vivantes 
et s' etaient multipliees de fa9on notable etaient consideres comme positifs. De fa?on 
standard, im clonage biologique a 6t6 consider6 comme r6ussi lorsque chaque plaque 96 
puits issue de la memq transfection contenait moins de 10 puits positifs par plaque. De 3 
a 15 puits positifs par transfection ont alors ete amplifies en presence de geniticine 
pendant 6 passages pour obtenir une quantite suffisante de cellules pour congelation. Au 
sixieme passage, Texpression de la proteine Tat a et6.verifi6e par immunotransfert 
(western blot) pour chaque clone. 

Apres verification de Texpression de Tat par immunotransfert dans les lignees 
cellulaires ainsi gener6es, les Inventeurs ont utilise une construction plasmidique 
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contenant le gene CAT sous la d6pendance du promoteur viral du VIH (construction 
LTR-CAT) pour transfecter les diff&rents clones de lignees cellulaire ainsi obtenus. II a 
ainsi pu §tre montre que 1'expression stable des mutants de Tat dans cette lign6e 
cellulaire ne modifiait pas leur activit6 transactivevatrice (figure 6). 

EXEMPLE 6 : Mutant en position 58 

Le simple mutant S58A est obtenu en utilisant conune matrice TADNc du gene 
Tat sauvage de la souche ACH.320.2A.2.1 et comme paire d'amorce la paire S58A I 
(M5 ! ) / S58A (M3 ! ). Cependant, il existe d'autres souches du VTH-1 qui portent 
naturellement une alanine en position 58 et qui possedent toutes les propriet6s d'une Tat 
fonctionnelle (localisation nucleaire, transactivation. . .) comme par exemple la souche 
HXB2. Une telle mutation S58A sur la souche ACH320.2A.2.1 ne modifie pas le 
comportement de la proteine et ne permet pas d'atteindre la d6toxification de Tat • 
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Amorces d'extr6mit6, I* cycle 


Sequence 


E5 


J - vjrAA 1 Alu UAVjr U1A UA1 l^- J 


E3* 


5'- AGA TCT CTA ATC GAC CGG ATC- 3' 


Amorces d'extr6mite, 2 6|TC cycle 




EcoR I 


5'- AAA GAA TTC ATG GAG CCA GTA GAT CC- 3' 


E6854 


5'- AAA GAT CTC TAA TCG ACC GGA TCT GTC TCT GTC TC- 3' 

-J iLfVA \JJTl. X X V— » X/Ul 1 V>\J iX.V.»V-» VJVJil X X VJ X X V^ X VJ X X — ' 


Sal I 


5'- AAG TCG ACC TAA TCG ACC GGA TCT GTC TCT GTC TC- 3* 


Amorces internes 


1 


W11F (M5') 


5'- CCA GTA GAT CCT AAA CTA GAG CCC TTC AAG CAT CCA G- 
3' 


C27S (M5') 


5'- ACA ATT GCT ATT CGA AAA AGT G- 3' 


C27S (M3') 


5'- CAC TTT TTC GAA TAG CAA TTG T- 3' 


K50R (M5') 


5'- ATC TCA TAT GGC AGG CGG AAG -3' 


K50R (M3') 


5'- CTT CCG CCT GCC ATA TGA GAT -3' 


K51T (M5') 


5'- GGC AGG AAG ACC CGG AGA CAG C- 3' 


K51T (M3') 


5'- GCT GTC TCC GGG TCT TCC TGC C- 3' 


R52L (M5') 


5'- GGC AGG AAG AAG CTT AGA CAG CGA CGA AGA TC -3' 


R52L (M3') 


5'- GAT CTT CGT CGC TGT CTA AGC TTC TTC CTG CC- 3' 


R55L(M5') 


5*- GGC AGG AAG AAG CGG AGA CAG CTG CGA AGA TC- 3' 


R55L (M3') 


5'- GAT CTT CGC AGC TGT CTC CGC TTC TTC CTG CC- 3' 


R57L (M5') 


5'- GAC AGC GAC GAC TAT CTC CTC AAG AC -3' 


R57L(M3') 


5'- GTC TTG AGG AGA TAG TCG TCG CTG TC- 3' 


G79A (US') 


5'- CAG CCC CGA GCG GAT CCG ACA GG- 3' 


G79A (M3') 


5'- CCT GTC GGA TCC GCT CGG GGC TG- 3' 


K89L(M3') 


5'- CTG TCT CTG TCT CTC TCT CCA CCT TAA GCT TCG ATT CC- 
3' 


E92Q (M3') 


5'- CTG TCT CTG TCT CTC TTT GCAfCCT TCT TCT TCG AAT CC- 
3' 


R52L-R55L (M5') 


5'- GGC AGG AAG AAG CTT AGA CAG CTG CGA AGA TC - 3' 


R52L-R55L (M3') 


5'- GAT CTT CGC AGC TGT CTA AGC TTC TTC CTG CC - 3' 


R55L-R57L (M5') 


5'- GAA GCG GAG ACA GCT GCG ACT ATC TCC TCA AGA C -3' 


R55L-R57L (M3') 


5'- GTC TTG AGG AGA TAG TCG CAG CTG TCT CCG CTT C -3' 


S58A(M5') 


5'- GAC AGC GAC GAA GAG CAC CTC AAG ACA GT -3' 


S58A (M3') 


5'- ACT GTC TTG AGG TGC TCT TCG TCG CTG TC -3' 



5 
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REVENDICATIONS 



1. Mutant detoxifte et immunogdne de la proteine Tat du virus VIH-1 caract6ris6 
en ce qu'il comporte au moins deux mutations dans les regions 4 et/ou 5 de la proteine 
Tat de type sauvage, et en ce que, lorsque la mutation est dans la region du domaine 4, 
elle est dans la partie d61imitee de l'acide amine en position 49 a l'acide amine en 
position 57, et en ce que, lorsque la mutation est dans le domaine 5, elle est soit dans le 
motif RGD, soit dans la region 88-92, de preference en positions 89 et/ou 92, les 
mutations etant des mutations par substitution d ! un acide amine par un autre. 

2. Mutant selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comporte au moins vine 
mutation dans la region 4. 

3. Mutant selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que les 
mutations dans les domaines 4 et/ou 5 sont susceptibles de conferer Tune au moins des 
propri6t6s suivantes : 

- l'abrogation de l'effet transcellulaire de la proteine Tat de type sauvage, 

- T alteration de la localisation nucleaire de la proteine Tat de type sauvage. 

4. Mutant selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il comporte 
une mutation additionnelle susceptible de conferer une perte de Tactivite transactivatrice 
de la proteine Tat de type sauvage. 

5. Mutant selon les revendications 1 14, caracterise en ce qu'il comporte une 
mutation dans la r6gion N-terminale du domaine 4 de la proteine Tat de type sauvage 
dans la partie delimitee de l'acide amine en position 49 a 1' acide amine en position 55. 

6. Mutant selon Tune des revendications 1 a 5, caracteris6 en ce qu'il comporte 
une mutation dans le domaine 2 de la proteine Tat de type sauvage, notamment le 
remplacement de l'une quelconque des cysteines, avantageusement.par une serine. 
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7, Mutant selon Tune des revendications 1 & 6, caract6rise en ce qu'il comporte 
l'une au moins des mutations suivantes : 

- remplacement en position 27 d'une cyst6ine par une s6rine, 

- remplacement en position 5 1 d'une lysine par une threonine, 
5 — remplacement en position 52 d'une arginine par une leucine, 

- remplacement en position 55 d'une arginine par une leucine, 

- remplacement en position 57 d'une arginine par une leucine, 

- remplacement en position 79 d'une glycine par une alanine, 

- remplacement en position 89 d'une lysine par une leucine, 

10 - remplacement en position 92 d'un acide glutamique par une glutamine. 

8. Mutant selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il est choisi 
par les mutants presentant deux mutations telles qu'indiquees ci-apres, chacune des 
mutations etant representee par un triplet : lettre-chif&e-lettre, dont le chiffre indique la 

15 position de l'acide amine mute, la lettre precedant le chiffre correspond a l'acide amin6 

sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre correspond k l'acide amine 
rempla9ant l'acide amine prec6dant le chiffre : 



K51T-R52L 


(SEQ ID NO : 


2) 


K51T-R55L 


(SEQIDNO: 


3) 


K51T-R57L 


(SEQ ID NO : 


4) 


K51T-G79A 


(SEQIDNO: 


5 ) 


K51T-K89L 


(SEQIDNO: 


6) 


K51T-E92Q 


(SEQIDNO : 


7) 


R52L-R55L 


(SEQIDNO: 


8) 


R52L-R57L 


(SEQIDNO : 


9) 


R52L-G79A 


(SEQIDNO : 


10) 


R52L-K89L 


(SEQIDNO: 


11) 


R52L-E92Q 


(SEQIDNO: 


12) 


R55L-R57L 


(SEQIDNO: 


13) 


R55L-G79A 


(SEQIDNO: 


14) 


R55L-K89L 


(SEQIDNO: 


15) 


R55L-E92Q 


(SEQIDNO: 


16) 
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R57L-G79A (SEQ ID NO : 17) 

R57L-K89L (SEQ ID NO : 18) 

R57L-E92Q (SEQ ID NO : 19) 

G79A-K89L (SEQ ID NO : 20) 

G79A-E92Q (SEQ ID NO : 21) 

K89L-E92Q (SEQ ID NO : 22) - 

9. Mutant selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il est choisi parmi les 
mutants suivants : 

K5 1T-R55L (SEQ ID NO : 3) 

R52L-R55L (SEQ ID NO : 8) 

R52L-G79A (SEQ ID NO : 10) 

R55L-R57L (SEQ ID NO : 13) 

G79A-K89L (SEQ ID NO : 20) 



10. Mutant selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il est choisi 
par les mutants presentant trois mutations telles qu'indiquees ci-apres, chacune des 
mutations etant repr6sentee par un triplet : lettre-cmffre-lettre, dont le chiffre indique la 
position de l'acide amine mute, la lettre precedant le chiffre correspond a l'acide amine 
sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre correspond a l'acide amine 
remplacant l'acide amine precedant le chiffre.: 



C27S-K51T-R52L 


(SEQ 


ID 


NO : 


:23) 


C27S-K51T-R55L 


(SEQ 


ID 


NO: 


:24) 


C27S-K51T-R57L 


(SEQ 


ID 


NO: 


: 25) 


C27S-K51T-G79A 


(SEQ 


ID 


NO: 


:26) 


C27S-K51T-K89L 


(SEQ 


ID 


NO: 


:27) 


C27S-K51T-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO : 


:28) 


C27S-R52L-R55L 


(SEQ 


ID 


NO: 


:29) 


C27S-R52L-R57L 


(SEQ 


ID 


NO: 


:30) 


C27S-R52L-G79A 


(SEQ 


ID 


NO 


:31) 


C27S-R52L-K89L 


(SEQ 


ID 


NO 


:32) 


C27S-R52L-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO: 


:33) 
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C27S-R55L-R57L 


32 

(SEQ 


ID 


NO 


:34) 


C27S-R55L-G79A 


(SEQ 


ID 


NO : 


:35) 


C27S-R55L-K89L 


(SEQ 


ID 


NO : 


:36) 


C27S-R55L-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO ; 


:37) 


C27S-R57L-G79A 


(SEQ 


ID 


NO 


:38) 


C27S-R57L-K89L 


(SEQ 


ID 


NO : 


:39) 


C27S-R57L-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO: 


:40) 


C27S-G79A-K89L 


(SEQ 


ID 


NO : 


:41) 


C27S-G79A-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO : 


:42) 


C27S-K89L-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO : 


:43) 



11. Mutant selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est choisi parmi les 
mutants suivants : 

C27S-K5 1T-R55L (SEQ ID NO : 24) 

C27S-R52L-R55L (SEQ ID NO : 29) 

C27S-R52L-G79A (SEQ ID NO : 3 1) 

12. Mutant selon l'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il est choisi 
par les mutants pr6sentant quatre mutations telles qu'indiqu6es ci-apres, chacune des 
mutations etant representee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, dont le chiffre indique la 
position de l'acide amine mute, la lettre precedant le chiffre correspond a l'acide amin6 
sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre correspond a l'acide amine 
remplacant l'acide amin6 precedant le chiffre : 

C27S-K5 1T-R52L-G79A (SEQ ID NO : 44) 

C27S-K5 1T-R52L-K89L (SEQ ID NO : 45) 

C27S-K51T-R52L-E92Q (SEQ ID NO : 46) 
< C27S-K51T-R55L-G79A " (SEQ ID NO: 47) 

C27S-K51T-R55L-K89L (SEQ ID NO : 48) 

C27S-K51T-R55L-E92Q (SEQ ID NO: 49) 

C27S-K5 1T-R57L-G79A (SEQ ID NO : 50) 

C27S-K51T-R57L-K89L ' (SEQ ID NO : 5 1) 

C27S-K51T-R57L-E92Q (SEQ ID NO : 52) 
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C27S-K5 1T-G79A-K89L 


(SEQ ID NO : 


53) 


C27S-K5 1T-G79A-E92Q 


(SEQIDNO: 


54) 


C27S-K5 1T-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO : 


55) 


C27S-R52L-G79A-K89L 


(SEQIDNO: 


56) 


C27S-R52L-G79A-E92Q 


(SEQIDNO: 


57) 


C27S-R52L-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO : 


58) 


C27S-R52L-R55L-G79A 


(SEQIDNO: 


59) 


C27S-R52L-R55L-K89L 


(SEQIDNO: 


60) 


C27S-R52L-R55L-E92Q 


(SEQ ID NO : 


61) 


C27S-R52L-R57L-G79A 


(SEQIDNO: 


:62) 


C27S-R52L-R57L-K89L 


(SEQIDNO: 


.63) 


C27S-R52L-R57L-E92Q 


(SEQIDNO: 


:64) 


C27S-R55L-G79A-K89L 


(SEQIDNO: 


: 65) 


C27S-R55L-G79A-E92Q 


(SEQIDNO: 


.66) 


C27S-R55L-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO 


.67) 


C27S-R55D-R57L-G79A 


(SEQ ID NO 


: 68) 


C27S-R55L-R57L-K89L 


(SEQ ID NO 


: 69) 


C27S-R55L-R57L-E92Q 


(SEQIDNO 


:70) 


C27S-R57L-G79A-K89L 


(SEQ ID NO 


:71) 


C27S-R57L-G79A-E92Q 


(SEQ ID NO 


: 72) 


C27S-R57L-K89L-E92Q 


(SEQIDNO 


:73) 


C27S-G79A-K89L-E92Q 


(SEQIDNO 


:74) 



13. Mutant selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il est choisi parmi les 
mutants suivants : 



C27S-K5 1T-R55L-G79A 
C27S-K51T-R55L-K89L 
C27S-K5 1T-R55L-E92Q 
C27S-R52L-R55L-G79A 



(SEQ ID NO : 47) 
(SEQ ID NO : 48) 
(SEQ JD NO : 49) 
(SEQ ID NO : 59) 



14. Mutant selon Tune des revendications 1 a 7, caract6rise en ce qu'il est choisi 
par les mutants presentant cinq mutations telles qu'indiquees . ci-apres, chacune des 



WO 03/057885 PCT/FR03/00051 
mutations 6tant representee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, donOe chiffre indique la 
position de Pacide amin6 mute, la lettre pr6cedant le chiffre correspond a Pacide amin6 
sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre correspond a Pacide amin6 





remplacant l'acide amine precedant le chiffire : 






•5 


C27S-K5 1T-G79A-K89L-E92Q 


(SEQ ED NO : 


75) 




C27S-K5 1T-R52L-R55L-G79A 


(SEQIDNO: 


76) 




C27S-K5 1T-R52L-R55L-K89L 


(SEQ ID NO : 


77) 




C27S-K5 1T-R52L-R55L-E92Q 


(SEQ ID NO : 


78) 




C27S-K5 1T-R52L-R57L-G79A 


(SEQIDNO : 


79) 


10- 


C27S-K51T-R52L-R57L-K89L 


(SEQ ID NO : 


80) 




C27S-K5 1T-R52L-R57L-E92Q 


(SEQIDNO : 


81) 




C27S-K5 1T-R52L-G79A-K89L 


(SEQIDNO : 


82) 




C27S-K5 1T-R52L-G79A-E92Q 


(SEQIDNO : 


83) 




C27S-K5 1T-R52L-K89L-E92Q 


(SEQIDNO: 


84) 


15 


C27S-K5 1T-R55L-R57L-G79A 


(SEQIDNO: 


: 85) 




C27S-K5 1T-R55L-R57L-K89L 


(SEQIDNO : 


86) 




C27S-K5 1T-R55L-R57L-E92Q 


(SEQIDNO: 


: 87) 




C27S-K5 1T-R55L-G79A-K89L 


(SEQ ID NO : 


: 88) 




C27S-K5 1T-R55L-G79A-E92Q 


(SEQIDNO : 


:89) 


20 


C27S-K51T-R55L-K89L-E92Q 


(SEQIDNO 


:90) 




C27S-K51T-R57L-G79A-K89L 


(SEQIDNO 


:91) 




C27S-K5 1T-R57L-G79A-E92Q 


(SEQIDNO 


:92) 




C27S-K5 1T-R57L-K89L-E92Q 


(SEQIDNO 


:93) 




C27S-R52L-R55L-R57L-G79A 


(SEQIDNO 


:94) 


25 


C27S-R52L-R55L-R57L-K89L 


(SEQIDNO 


:95) 




C27S-R52L-R55L-R57L-E92Q 


(SEQIDNO 


:96) 




C27S-R52L-R55L-G79A-K89L 


(SEQIDNO 


:97) 




C27S-R52L-R55L-G79A-E92Q 


(SEQIDNO 


:98) 




C27S-R52L-R55L-K89L-E92Q 


(SEQIDNO 


:99) 


30 


C27S-R52L-R57L-G79A-K89L 


(SEQIDNO 


: 100) 




C27S-R52L-R57L-G79A-E92Q 


(SEQIDNO 


: 101) 




C27S-R52L-R57L-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO 


: 102) 
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(SEQIDN<Wo3) 
(SEQIDNO: 104) 
(SEQIDNO : 105) 
(SEQIDNO: 106) 
(SEQIDNO: 107) 
(SEQIDNO: 108) 



C27S-R5ZE-G79A-K89L-E92Q 
C27S-R55L-R57L-G79A-K89L 
C27S-R55L-R57L-G79A-E92Q 
C27S-R55L-R57L-K89L-E92Q 
C27S-R55L-G79A-K89L-E92Q 
C27S-R57L-G79A-K89L-E92Q 



15. Mutant selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il est choisi parmi les 
mutants sxiivants : 



16- Sequences nucl6otidiques codant pour Tun des mutants selon Tune des 
revendications 1 a 15. 

17. Lign6e cellulaire transfectee avec une sequence nucleotidique selon la 
revendication 16. 

18. Anticorps diriges contre Tun des mutants selon Tune des revendications 1 a 15, 
ne reconnaissant pas le domaine Dl de la proteine sauvage. 

19. Anticorps selon la revendication 18, reconnaissant la proteine sauvage. 

20. Anticorps selon la revendication 18, ne reconnaissant pas la proteine sauvage. 

21. Composition pharmaceutique, notamment vaccin, contenant a titre de 
substance active Fun au moins des mutants selon Tune des. revendications 1 a 15, ou 
Tune au moins des sequences nucleotidiques selon la revendication 16, placee sous le 
contrdle d'elements necessaires a une expression constitutive de l'un des mutants selon 
Tune des revendications 1 a 15, ou Tun au moins des anticorps selon Tune des 
revendications 18 a 20, en association avec un vehicule pharmaceutiquement approprie. 



C27S-K5 1T-R55L-G79A-K89L 



C27S-K51T-R55L-G79A- E92Q 



(SEQIDNO : 88) 
(SEQIDNO: 89) 
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22. Compositimidiagnostique pour la detection et/ou la cpiantification du virus 
VIH-1 comprenant au moins un mutant tel que d6fini dans Tune des revendications 1 k 
15 ou au moins un anticorps selon Tune des revendications 18 k 20. 

23. Proc6d6 de detection et/ou de quantification du virus VIH-1 dans un 
echantillon biologique pr61ev6 chez un individu susceptible d'etre infecte par le VTH- 
1, tel que plasma, s6rum ou tissu, caract6rise en ce qu'il comprend les Stapes 
consistant k : 

- mettre en contact ledit Echantillon biologique avec une composition 
diagnostique comprenant un mutant tel que defini dans Tune des revendications 1 k 15 
ou un anticorps selon Tune des revendications 18 a 20, dans des conditions 
predeterminees qui permettent, s'il y a lieu, la formation de complexes 
anticorps/antigdne(s) entre le mutant susdefini et des anticorps dirig6s contre la 
proteine Tat de type sauvage ou entre les anticorps susd6finis et la proteine Tat de 
type sauvage, et 

- d6tecter et/ou quantifier la formation desdits complexes par tout moyen 
approprie. 

24. Utilisation d'au moins un mutant tel que d6fini dans Tune des revendications 
1 a 15 ou au moins un anticorps selon Tune des revendications 18 k 20, pour le 
diagnostic in vitro du virus VIH-1 dans un echantillon ou pr616vement biologique. 



25. Utilisation d'au moins un mutant tel que defini dans Tune des revendications 
1 k 15 ou d'au moins un anticorps selon Tune des revendications 18 a 20, pour la 
pr6paration d'une composition vaccinale. 
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